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This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 
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emational application No. 

PCT/FR99/00185 



1. Basis of the report 



I . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have beenjurnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as 'originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

I I the international application as originally filed. 

the description, pages 1^21 ^ as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages filed with the letter of 

pages , filed with the letter of . 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-10 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

filed with the letter of 



I I the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



» as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
filed with the letter of 



I 2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3 n ^^P^'^ ^^^^ established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



THIS 



(USPTO) 



INTERNATIONAL P 



INARY EXAMINATION REPORT 



_5 



[temational ^plication No. 
^CT/FR 99/00185 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



1-10 



1-10 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 
Dl: WO 96 25954 A 

D2 : EP-A-0 583 955 (cited in the application) 



1. Document D2, which is considered to be the closest 

prior art, discloses (cf. Claims 1 and 2) copolymers 
comprising at least one hydrophilic sequence and at 
least one hydrophobic sequence from which the 
subject matter of Claim 1 differs in that said 
hydrophobic sequence is based on units having 
general formula (I)- 

The subject matter of Claim 1 is, therefore, novel 
(PCT Article 33 (2) ) . 



2. The problem that the present invention aims to 

solve, which is set forth on page 1, line 26 to page 
2, line 2 of the application, is, therefore, that of 
synthesising a family of biocompatible and 
biodegradable surface-active copolymers using a 
bioerosion mechanism which does not substantially 
modify the degree of polymerisation of said 
copolymer (contrary to the copolymer according to 
D2, wherein biodegradability is accompanied by a 
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break in the main chain) . 

The solution to this problem proposed in Claim 1 of 
the present application is considered to involve an 
inventive step (PCT Article 33(3)), since neither of 
documents Dl and D2 includes a teaching that would 
lead a person skilled in the art, when confronted 
with the stated problem, to modify copolymers 
according to D2 so as to produce the copolymers 
claimed in the present application, 

3. The copolymers of Claims 2 to 7 and the uses 
specified in Claims 8 to 10 depend upon Claim 1 and, 
therefore, also fulfil, as such, the PCT 
requirements relating to novelty and inventive step. 

4. The subject matter of Claims 1 to 10 is considered 
to be industrially applicable (PCT Article 33(4)). 
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Vn. Certain defects in the international application 



The following defects in the fonn or contents of the international ^plication have been noted: 



1. The EP patent number cited on page 5, line 23, is 
incorrect and should be replaced by the number 
"283364" . 



2. The block copolymer prepared in examples 2A and 2B 
(by mixing MM 2.1.2/MM 3.3; 2/2) do not form part 
of the copolymers for which protection is sought in 
independent Claim 1 (and are not, therefore, 
copolymers according to the invention, contrary to 
what is indicated in these examples), because their 
hydrophobic sequences are statistical copolymers 
which mainly consist of units derived from monomer 
MM 3.3 and do not, therefore, mainly consist (cf. 
page 3, lines 13 to 17) of units having formula (I) 
as required in said first claim. 
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COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNA 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



REC'D 1 5 NOV 1999 



l ONAL 



PCT 



F\^f§rence du dossier du deposant ou du 
mandataire 

H24600.2WO-PH/LJ 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr^timinaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n" 
PCT/FR99/00185 


Date du d^pot international (jour/moi$/ann6e) 
29/01/1999 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
29/01/1998 


Classification internationale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationals et CIB 
C08F287/00 


D6posant 
VtRSOL et al. 



1 . Le present rapport d'examen prelinninaire international, etabli par radministaration chargee de t*exanr>en preliminaire 
international, est transmls au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ It est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
Tadministration chargee de I'examen prelinnlnaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administrattves du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I S Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a ta nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de invention 

Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande internationale 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

17/08/1999 



Date d'ach^vement du present rapport 

1 1. W. %% 



Nom et adresse postale de I'admtnistration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

J~' Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 
Tel. 449 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Hollender. C 

N" de telephone +49 89 2399 8165 



Formulaire PCT/I PEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n^* PCT/FR99/001 85 



I. Bas du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuHles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -27 version initiate 

Revendications, N': 

1-10 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon rarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivlte inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-10 



Non 



Revendications 



Activite inventive 



Oui 
Non 



Revendications 
Revendications 



1 



10 



Possibilite d'application industrielle Oui 

Non 



Revendications 
Revendications 



1 



10 
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2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la tornne ou le contenu de la demande Internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, Tactivite 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
rappui de cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1: WO 96 25954 A 

D2: EP-A-0 583 955 (cite dans la demande). 

1 . Le document D2, qui est considere comme I'etat de la technique le plus proche, 
divulgue (cf. revendications 1-2) des copolymeres du type comportant au moins 
une sequence presentant un caractere hydrophile et au moins une sequence 
presentant un caractere hydrophobe dont I'objet de la revendication 1 differe en 
ce que ladite sequence a caractere hydrophobe est a base d'unites repondant a la 
formule generale (I). 

L'objet de la revendication 1 est done nouveau (article 33(2) PCT). 

2. Le probleme que la presente invention se propose de resoudre et qui est enonce 
de la page 1, ligne 26 a la page 2, ligne 2 de la demande consiste done a 
synthetiser une famille de copolymeres tensioactifs biocompatibles et 
biodegradables par un mecanisme de bioerosion qui ne modifie pas sensiblement 
le degre de polymerisation dudit copolymere (contrairement au copolymere selon 
D2 dont la biodegradabilite s'accompagne d'une coupure de la chaine principale). 
La solution de ce probleme proposee dans la revendication 1 de la presente 
demande est consideree comme impliquant une activite inventive (article 33(3) 
PCT), car aucun des documents D1 et D2 ne comporte un enseignement qui 
inciterait I'homme du metier, confronte au probleme qu'il s'agit de resoudre, a 
modifier les copolymeres selon D2 de maniere a aboutir a ceux revendiques dans 
la presente demande. 

3. Les copolymeres des revendications 2 a 7 et les utilisations specifiees dans les 
revendications 8 a 10 dependent de la revendication 1 et satisfont done 
egalement, en tant que telles, aux conditions requises par le PCT en ce qui 
concerne la nouveaute et I'activite inventive. 
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4. L'objet des revendications 1-10 est considere comme etant susceptible 
d'application industrielle (article 33(4) PCT). 

Concernant le point VII 

Irregutarites dans la demande Internationale 

1 . Le numero du brevet EP cite a la page 5, ligne 23, est errone et devrait etre 
remplace par le numero "283364". 

2. Les copolymeres a blocs prepares dans les exemples 2A et 2B (cas du melange 
MM 2.1 .2/MM 3.3; 2/2) ne font pas partie de ceux dont la protection est 
recherchee dans la revendication 1 independante (et ne sont done pas des 
copolymeres selon invention, contrairement a ce qui est indique dans ces 
exemples) car leurs sequences a caractere hydrophobe sont des copolymeres 
statistiques qui sont majoritairement constitues d'unites derives du monomere MM 
3.3 et ne sont done pas majoritairement (cf. page 3, lignes 13-17) constitues 
d'unites repondant a la formule (I) comme cela est requis dans ladite premiere 
revendication. 
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Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 


PCT 


Destinataire: 


NOTIFICATION D'ELECTION 

(r6gle61.2du PCT) 


Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 


Date d'expedition (jour/mois/ann^e) 

ISoctobre 1999(18.10.99) 


en sa quality d'office 6lu 




Demande Internationale no 
PCT/FR99/00185 


R6f6rence du dossier du deposant ou du mandataire 
H24600PH2FD 


Date du depot international (jour/mois/ann6e) 
29 janvier 1999 (29.01.99) 


Date de priority (jour/mois/ann6e) 
29 janvier 1998(29.01.98) 


Depose nt 




BRU-MAGNIEZ, Nicole etc 




1. L'office designe est avis6 de son election qui a 6t6 faite: 




fx] dans la demande d'examen pr6liminaire international presentee a I'admlnistration charg6e de I'examen pr^liminaire 
international te: 


17 aout 1999(17.08.99) 


1 1 dans une declaration visant une Election ulterieure depos6e auprds du Bureau international le: 


2. L'6lection [x] aetefaite 




1 1 n'a pas ete faite 




avant I'expiration d*un d^lai de 19 mois d compter de la date de priorit6 6u, lorsque la rdgle 32 s'applique, dans le delai vise 
i la regie 32.2b). 


Bureau international de TOMPI 
34« chemin des Colombettes 
121 1 Gendve 20, Suisse 


Fonctionnaire autorise 

Diana Nissen 


no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 


Formulaire PCT/IB/331 (juiHet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du d^posant ou 
du mandataire 
H24600PH2FD 


POUR SUITE ^^'f" notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas 4ch6ant, le point 5 ci-apr6s 

A DONNER 


Demande internationale 
PCT/FR 99/00185 


Date du d6p6t international f7oyr/mo/s/a/?n^e^ 

29/01/1999 


(Date de priority (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

29/01/1998 


06posant 

VIRSOL et a1. ' 



Le. present rapport de recherche internationale, etabli par Tad ministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
d^posant conformement ^ I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend g feuilles. 

|X] II est aussi accompagn^ d'une copie de chaque document relatif ^ I'etat de la technique qui y est cit6. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ^t6 effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a et4 deposee, sauf indication contraire donn^e sous le m§me point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise k I'administration. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucl^tides ou d'acides amines divulgu^es dans la demande internationale (le cas ech^ant) 
la recherche internationale a effectuee sur la base du listage des sequences : 
I I contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



remis ult^rieurement k I'administration, sous forme Ecrite. 

remis ult^rieurement k I'administration, sous forme d^chiffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle le listage des sequences present^ par ^crit et fourni ulterieurement ne vas pas au-del^ de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a et6 fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistr^es sous forme d^chiffrable par ordinateur sont identiques k celles 
du listage des sequences pr6sent6 par ^crit, a e\6 fournie. 

II a ete estim^ que certaines revendications ne pouvalent pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d'unit^ de I'lnvention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

PC] le texte est approuv^ tel qu'il a 6t6 remis par le d6posant. 

I I Le texte a 6t6 etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abr^ge, 

le texte est approuv6 tel qu'il a 6t6 remis par le d^posant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a etabli par I'administration conformement k la r^gle 38.2b). Le d^posant peut 
presenter des observations k i'administration dans un d^lai d'un mois k compter de la date d'exp6dition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des desslns ci publier avec rabr6g6 est la Figure n"* 

I I sugg^r^e par le d^posant. Aucune des figures 

□ . -.^ . , V ^ ^ n'est k publier. 

parce que le d^posant n a pas sugg^r^ de figure. 

I I parce que cette figure caract^rlse mieux {'invention. 
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(54) Title: NOVEL SURFACTANT COPOLYMERS BASED ON METHYLIDENE MALONATE 

(54) TItre: NOUVEAUX COPOLYMERES TENSIOACTIFS A BASE DE METHYLIDENE MALONATE 



o 

COOR, 



(1) 



— CH,- 



I 

COO — (CHj)^ — COOR2 



(57) Abstract 



The invention generally concerns a novel family of biocompatible surfactant copolymers having a wide range of uses, in particular in 
pharmaceutics and for synthesising substances in dispersed state and for surface treatment of materials or biomaterials. Said copolymers are 
characterised in that they comprise a hydrophobic sequence constituted by: either a homopolymer consisting of recurrent units corresponding 
to the general formula (I) in which: Ri represents a Ci-Ce alkyl group or a (CH2)m - COOR3 group wherein m is an integer between 1 and 
5 and R3 represents a Ci-Cs alkyl group; R2 represents a Ci-Ce alkyl group; and n is an integer between 1 and 5; or a statistic copolymer 
consisting of different recurrent units corresponding to formula (I) as defined above; or finally a statistic copolymer consisting for the major 
part of units corresponding to formula (I) as defined above. 



(57) Abr^g^ 

La pr6sente invention conceme g6n6ralement une nouvelle famille de copolymdres tensioactifs biocompatibles pr6sentant un large 
spectre d'utilisations. notamment dans le domaine pharmaceutique et pour la synthase de mat6riaux k V6tat disperse ainsi que le traitement 
de surface de mat6riaux ou biomat^riaux. Selon T invention, ces copolymferes sont caract6ris6s en ce qu*ils comportent une sequence k 
caractfere hydrophobe form6e: soil d*un homopolym6re constitu6 d 'unites rdcurrentes r€pondant k la formule g6n6rale (I) dans laquelle: Ri 
repr^sente un groupe alkyle ayant de 1 k 6 atomes de carbone ou un groupe (CH2)m - COOR3 dans lequel m est un nombre entier compris 
entre 1 et 5 et R3 repr6sente un groupe alkyle ayant de 1 ^ 6 atomes de carbone; R2 repr^ente un groupe alkyle ayant de 1 ^ 6 atomes de 
carbone; et n est un nombre entier compris entre 1 et 5; soit d'un copolymfere statistique constitud d*unit^ rficunrentes diff6rentes r^pondant 
k la formule (I) telle que ddfinie pr6c6demment; soit enfin d*un copolymfere statistique majoritairement constitu6 d'unitds r^pondant k la 
formule (I) telle que d^finie pr^c^emment. 
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Nouveaux copolvmeres tensioactifs a base de methvlidene malonate. 

La presente invention conceme generalement une nouvelle famille de 
copolymeres tensioactifs biocompatibles presentant un large spectre d'utilisations, 
notamment dans le domaine pharmaceutique et pour la synthese de materiaux a 
5 Tetat disperse ainsi que le traitement de surface de materiaux ou biomateriaux. 

Uinvention a plus particulierement pour objet des copolymeres 
biocompatibles tensioactifs comportant une ou plusieurs sequences a caractere 
hydrophobe constitutes majoritairement d'unites recurrentes ou non repondant a la 
formule generate defmie ci-apres, formant en particulier un poly(methylidene 
10 malonate). 

On connait depuis longtemps des copolymeres tensioactifs formes d'une ou 
plusieurs sequences presentant un caractere hydrophile et une ou plusieurs 
sequences presentant im caractere hydrophobe. 

En particulier, les produits constitues de sequences polyoxyethylene a 
1 5 caractere hydrophile et de sequences polyoxypropylene a caractere hydrophobe et 
commercialises sous la denomination PLURONIC® sont couramment utilises pour 
la preparation de compositions a usage cosmetique ou pharmaceutique. 

Le principal inconvenient de ces copolymeres provient du fait qu'ils ne 
comportent aucune sequence biodegradable. 
20 Des copolymeres tensioactifs comportant des sequences biodegradables ont 

deja ete decrits par example dans le document EP 583955. II s'agit de copolymeres 
a blocs contenant des unites d*oxyde d'ethylene et des unites derivees d'acides 
amines en tant que sequences hydrophobes. 

La biodegradabilite de ces copolymeres connus s'accompagne d*une coupure 
25 de la chaine principals 

II a ete decouvert, et ceci constitue le fondement de la presente invention, 
une nouvelle famille de copolymeres tensioactifs biocompatibles et 
biodegradables par un mecanisme de bioerosion qui ne modifie pas sensiblement 
le degre de polymerisation dudit copolymere. 
30 Plus precisement, les copolymeres conformes a Tinvention sont susceptibles 

de se degrader par voie chimique ou biochimique par coupure des substituants 
lateraux constituant les sequences a caractere hydrophobe et cette bioerosion 
s'accompagne avantageusement du passage d'un copolymere presentant les 
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caracteristiques d*un tensioactif a un copolymere entierement hydrophile de meme 
degre de polymerisation que le polymere de depart. 

Les copolymeres conformes a la presente invention presentent de tres 
nombreux avantages par rapport aux copolymeres tensioactifs connus a ce jour, 
5 qui resultent de la structure chimique particuliere de leurs sequences a caractere 
hydrophobe. 

Ces sequences permettent notamment de foumir des copolymeres presentant 
des structures varices, a blocs ou greffees, ces demieres etant difficilement 
accessibles dans le cas des copolymeres decrits par exemple dans le document 
10 EP 583 955. 

La grande reactivite, aussi bien en polymerisation anionique que radicalaire, 
des monomeres utilises pour realiser ces sequences a caractere hydrophobe facilite 
I'ajustement des masses moleculaires de ces sequences et par consequent des 
proprietes des copolymeres. 

15 Enfin, les copolymeres conformes a la presente invention presentent, selon 

la structure chimique de leurs sequences a caractere hydrophobe, des cinetiques de 
degradation varices et conviennent done a un large spectre d'applications. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente demande vise a couvrir des 
copolymeres biocompatibles du type comportant au moins une sequence 

20 presentant un caractere hydrophile et au moins une sequence presentant un 
caractere hydrophobe, caracterises en ce que ladite sequence a caractere 
hydrophobe est formee : 

- soit d'un homopolymere constitue d'unites recurrentes repondant a la formule 
generale (I) suivante : 

COOR, 

— CH2 — c 

25 COO— (CH^),— COOR2 

dans laquelle : 

- Ri represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ou un 
groupe (CH2)m - COOR3 dans lequel m est un nombre entier compris entre 1 
30 et 5 et R3 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; 
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- R2 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 5 ; 

- soit d'un copolymere statistique constitue d'unites recurrentes differentes 
repondant a la formule (I) telle que definie precedemment ; 
5 - soit enfin d'un copolymere statistique majoritairement constitue d'unites 
repondant a la formule (I) telle que definie precedemment. 

Avantageusement, la sequence a caractere hydrophobe precitee sera formee 
d'un homopolymere constitue d'unites recurrentes repondant a la formule (I) telle 
que defmie precedemment. 
10 Sans sortir du cadre de T invention, cette sequence a caractere hydrophobe 

peut etre egalement formee d'un copolymere statistique constitue d'unites 
recurrentes differentes repondant a la formule (I) telle que definie precedemment 
ou bien encore d'un copolymere statistique majoritairement constitue d'unites 
repondant a la formule (I) telle que definie precedemment, c'est a dire constitue 
15 pour au moins 50 %, exprime en proportion molaire, de telles unites, les autres 
unites pouvant etre formees de monomeres acryliques, vinyliques, maloniques 
copolymerisables avec les unites methylidene malonate de formule (I). 

Selon un mode de realisation actuellement prefere de 1' invention, la 
sequence a caractere hydrophobe precitee est constituee d'unites recurrentes 
20 repondant a la formule generale (I) precitee dans laquelle : 

Ri represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; 

R2 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 

n est un nombre egal a 1 . 

Selon un mode de realisation particulierement prefere de Tinvention, la 
25 sequence a caractere hydrophobe precitee est formee d'un homopolymere constitue 
d'unites recurrentes repondant a la formule : 

COOCH2CH3 
— CH2 C 



COO — CH2 — COOCH2CH3 
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Selon une caracteristique particuliere, la sequence a caractere hydrophile des 
copolymeres biocompatibles conformes a la presente invention est choisie parmi 
un poly(oxy ethylene), un poly(alcoolvinylique), une poly(vinylpyrrolidone), un 
5 poly(N-2 hydroxypropyl methacrylamide), un poly(hydroxyethyl methacrylate), 
un poly(aniino acide) hydrophile tel qu'une polylysine, un polysaccharide, et sera 
de preference constituee d'un poly(oxyethylene). 

Les copolymeres conformes a la presente invention peuvent presenter des 
structures varices, a blocs ou greffees. 
10 Ces copolymeres peuvent etre caracterises de fa9on generale : 

- par une teneur ponderale en sequences a caractere hydrophobe comprise 
entre 5 et 95 %, de preference entre 10 et 90 % ; 

- par une masse molaire totale des sequences a caractere hydrophobe 
comprise entre 1.000 et 80.000 g/mol, et de preference entre 1.000 et 50.000 

15 g/mol. 

Les copolymeres conformes a la presente invention peuvent etre prepares 
par des techniques de polymerisation classiques bien connues de Thonmie de 
metier. 

Panni ces techniques, on utilisera de preference la polymerisation par voie 
20 anionique, la polymerisation par voie radicalaire, ou encore la technique de 
couplage des sequences precurseurs du copolymere, ces sequences ayant ete au 
prealable fonctionnalisees en bout de chaine de fa^on adequate. 

La polymerisation par voie anionique convient plus particulierement a la 
preparation de copolymeres a blocs. 
25 Elle comporte I'addition sequentielle des monomeres et permet d'obtenir des 

copolymeres de structure parfaitement definie, les quantites d'amorceurs et de 
monomeres engages permettant de controler le degre de polymerisation de 
chacune des sequences. 

Un copolymere a blocs peut etre ainsi obtenu : 
30 - soit par polymerisation anionique d'un premier monomere et reaction sur la 

chaine en croissance d'un second monomere ; 

- soit par activation d'un polymere precurseur qui servira d'amorceur a la 
polymerisation d'un second monomere. 
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Les agents d'amorgage susceptibles d'etre utilises dans le cadre de ces 
polymerisations par voie anionique seront generalement : 

- d'une part, les derives organometalliques conune le butyllithium et en 
particulier le diphenylhexyllithium ; 
5 - d'autre part, des alcoolates et en particulier les alcoolates 

macromoleculaires tel qu'un alcoolate de POE qui peuvent etre genere par 
activation d'une fonction hydroxy a Taide de cumylpotassium, de 
diphenylmethylpotassium, de naphtalene potassium. 

La polymerisation par voie anionique sera generalement realisee dans un 
10 sol van t compatible avec les di verses sequences du copolymere. 

Dans le cas ou la sequence a caractere hydrophile est constituee d'un 
poly(oxyethylene) et la sequence a caractere hydrophobe est constituee d'un 
poly(methylidene malonate), les copolymeres a blocs selon I'invention seront 
prepares de preference par polymerisation anionique successive de I'oxyde 
15 d'ethylene puis du methylidene malonate ou par activation d'un precurseur 
polyoxyethylene monohydroxyle commercial et polymerisation anionique 
subsequente de la sequence poly(methyIidene malonate), 

D'une fa9on generale, on utilisera de preference le tetrahydrofurane comme 
solvant de polymerisation, ce produit permettant de travailler en milieu homogene 
20 et influen^ant favorablement la cinetique de polymerisation. 

En ce qui conceme les monomeres de depart, les methylidene malonate 
pourront etre prepares par exemple en suivant le procede decrit dans le brevet 
EP 283346 correspondant aux brevets US 4 931 584 et US 5 142 098 incorpores 
ici par reference, et seront generalement degazes sous vide de pompe a palettes 
25 jusqu'a poids constant pour eliminer I'inhibiteur de polymerisation (SO^). 

Les monomeres utilises pour la preparation des sequences hydrophiles 
seront generalement des produits conunerciaux. 

La technique de couplage convient egalement plus particulierement a la 
preparation de copolymeres a blocs. 
30 Cette reaction est generalement realisee a partir d'homopolymeres 

presynthetises et fonctionnalises, en presence d'un agent de couplage et 
eventuellement d'un agent d'activation, dans un solvant approprie. 



"I 
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Dans le cas de la preparation des copolymeres preferes selon I'invention, 
dont la sequence hydrophile est constituee d'un poly(oxyethylene) et la sequence 
hydrophobe est constituee d'un poly(methylidene malonate), on utilisera 
avantageusement un homopolymere du poly(oxy6thylene) fonctionnalise par un 
5 groupement a-carboxy et un homopolymere du poly(methylidene malonate) 
fonctionnalise par un groupement a-hydroxy. 

L'homopolymere du poly(oxyethylene) fonctionnalise par un groupement a- 
carboxy peut etre obtenu par exemple par transformation par Tanhydride 
succinique d'un poly(oxyethylene) fonctionnalise par un groupement a-hydroxy 
10 commercial. 

L'homopolymere du poly(methylidene malonate) fonctionnalise par un 
groupement a-hydroxy peut etre obtenu directement par synthese anionique en 
milieu aqueux ou par synthese anionique dans un solvant en utilisant une solution 
aqueuse de soude comme amorceur de la polymerisation, 
15 En tant qu'agent de couplage particulierement adapte a cette polymerisation, 

on utilisera avantageusement le dicyclohexylcarbodiimide (DCCI). 

La reaction de couplage peut etre eventuellement activee par catalyse 
basique et se deroulera generalement dans un solvant compatible avec les 
homopolymeres, comme en particulier le dichloromethane dans le cas particulier 
20 des copolymeres preferes de I'invention. 

La polymerisation par voie radicalaire convient plus particulierement a la 
preparation de copolymeres greffes. 

Cette polymerisation est generalement realisee a partir d'un 
macromonomere, c'est a dire d'un oligomere portant a Tune de ses extremites un 
25 groupement ethylenique polymerisable par voie radicalaire et susceptible de reagir 
avec un monomere pour former un copolymere a structure greffee. 

Cette polymerisation sera generalement realisee en presence d'un amorceur 
dans un solvant approprie, 

Dans le cas de la preparation des copolymeres preferes selon I'invention, 
30 dont la sequence hydrophile est constituee d'un poly(oxyethylene) divers 
macromomeres fonctionnalises pourront etre utilises. 

On preferera plus particulierement utiliser un macromonomere de 
poly(oxyethylene) fonctionnalise par un groupement methacryloyle. 
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Un tel produit peut etre commercial (Aldrich) et sera constitue par exemple 
d'une chaine de poly(oxyethylene) de masse molaire comprise emre 308 et 
440g/mol, ou sera prepare a pariir d'un poly(ethyleneglycol)monomethylether 
commercial par couplage avec I'acide methacrylique dans le dichloromethane pour 
5 former une fonction terminale methoxy. 

On peut encore preparer un tel macromonomere par activation d'un 
poly (oxy ethylene) et reaction subsequente sur le chlorure de methacryloyle. 

Les copolymeres a structures greffees selon Tinvention, peuvent egalement 
etre prepares par transesterification d'un poly(oxyethylene) monomethylether sur 
10 des chaines laterales esters d'un poly(methylidene malonate) pre-synthetise. 

Cette transesterification sera generalement realisee avec de I'alcool en 
presence d'un catalyseur a temperature elevee. 

D'une fa^on generale, les copolymeres conformes a la presente invention ont 
un large spectre d' applications en tant que tensioactifs. 
15 Ces copolymeres permettent en particulier de reduire la tension superficielle 

de I'eau et la tension interfaciale d'un systeme eau-solvant organique non miscible 
a I'eau. 

Ces copolymeres permettent encore de preparer des systemes micellaires en 
milieu aqueux, notamment utiles conrnie vecteurs de principes actifs. 
20 Ces copolymeres permettent egalement de preparer ou de stabiliser des 

emulsions simples de type eau-dans-huile ou huile-dans-eau. 

Ces copolymeres permettent encore d'encapsuler des substances actives 
varices, en particulier les substances k usage therapeutique. 

Les copolymeres conformes a la presente invention trouvent encore 
25 application comme coUoides protecteurs pour la stabilisation de nano particules. 

Us seront particulierement utiles lorsque ces particules sont realisees a partir 
de polymeres comportant des unites recurrentes identiques a celles de leurs 
sequences a caractere hydrophobe, ce qui facilite comme on le comprend, 
I'ancrage du copolymere en surface de ces particules tout en leur conferant un 
30 caractere biocompatible et hydrophile du fait de la presence dans ledit copolymere 
d'au moins une sequence hydrophile biocompatible. 
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Les copoly meres conformes a T invention peuvent egalement etre utilises 
comme agents de traitement de surface de materiaux ou de biomateriaux en 
particulier pour conferer un caractere hydrophile aux surfaces traitees par ancrage 
desdits copolymeres ou pour mininiiser I'adhesion interfaciale avec des tissus 
animaux, des cellules ou des biomolecules, lorsque ces materiaux ou biomateriaux 
soni susceptibles d'entrer en contact avec lesdites cellules ou biomolecules. 

Les copolymeres conformes a la presente invention peuvent egalement etre 
utilises pour la fabrication de particules susceptibles d'etre utilisees conune agents 
de contraste. 

Les copolymeres conformes a la presente invention peuvent encore etre 
utilises comme materiaux biocompatibles, par exemple sous forme de films ou de 
pieces moulees, ainsi que pour le traitement de surface de structures implantaires 
et pour minimiser ou favoriser les mecanismes d'adsorption interfaciaux. 

La presente invention va maintenant etre illustree par les exemples non 
limitatifs suivants. Dans ces exemples, les abreviations suivantes ont ete utilisees : 

OE : oxyde d'ethylene 

POE poly(oxyethylene) 

MM 2.1.2 : methylidene malonate repondant a la formule : 



C — OCH2CH3 



H2C=C 



C — O — CH, C 



II 




■OCH2CH3 



o 



encore denomme l-ethoxycarbonyl-l-ethoxycarbonylmethylene- 
oxycarbonylethene 
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MM 2.3.2 :methylidene malonate repondant h la formule 



.C— OCH2CH3 

\c-0-(CH,)— C 

H OCH2CH3 



MM 3.3 : m€thylidene malonate repondant a la formule 

O 
II 

^C— OCH2CH2CH3 

H2C=C 

II ' ' ' 



PMM 2.1.2 : polym^re constitue d'unites monomeres recurrentes 
10 repondant a la formule 

COOCH2CH3 



-CHg 



T 



CO — O — CH2 COOCH2CH3 



15 



wo 99/38898 PCT/FR99/00185 

10 



PMM 2.3.2 : polymere constitue d'unites monomeres recurrentes 
repondant a la formule 



COOCH2CH3 



-CH2 



CO— O — (CHp)— COOCH.CH, 

3 



5 

PMM 3.3 : polymere constitue d'unites monomeres recurrentes 
repondant a la formule 



COOCH2CH2CH3 



COOCH2CH2CH3 



10 



THF Tetrahydrofurane 

I*P. : Indice de polymolecularite 

15 DCCI Dicyclohexylcarbodiimide 

DMAP Dimethyl aminopyridine 

PEG Polyethylene glycol 



20 



Exemple 1 ; Preparation d'un copolvmere a blocs selon rinvention par 
voie anionique 



Un copolymere a blocs POE-PMM 2.1.2 a ete obtenu par polymerisation 
25 successive des deux monomeres en commengant par la preparation du bloc POE, 
par la mise en oeuvre du protocole experimental suivant. 
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Le reacteur dans lequel est effectue la polymerisation (250 ml) est raccorde 
a une rampe a vide permettant de travailler sous vide pousse et de s'affranchir des 
impuretes protiques. 

Le solvant (THF, 150 ml) purifie de louie trace d'humidite est cryodistille 
5 dans le reacteur a - 70°C. 

L'amorceur (Terbutanolate de potassium (O.IN/THF) ; 10 ml) est ensuite 
ajoute a Taide d'une seringue au travers d'un septum. 

L'oxyde d'ethylene (5 g) est alors introduit par cryodistillation. 

La polymerisation s'effectue a temperature ambiante pendant 48 heures. 
10 Apres cette duree, un prelevement permet de controler, par chromatographic par 
permeation de gel, la masse molaire (4.000 g/mol) et I'indice de polymolecularite 
(1.13) de la premiere sequence. 

Le MM 2.L2 (0,5 ml) fraichement degaze sous vide pour enlever le SO, 
utilise comme inhibiteur de polymerisation, est alors rajoute rapi dement et en une 
15 seule fois a temperature ambiante. 

Apres 5 heures, le copolymere est desactive par ajout de methanol et 
precipite dans Tether diethylique. 

5 motifs derives de MM 2.1.2 sont fixes au POE, ce qui correspond a une 
masse molaire pour le PMM 2.L2 de 1.150 g/moL 
20 L'analyse thermique du copolymere revele une temperature de transition 

vitreuse de - 16'*C ainsi qu'un pic de fusion de 45''C (AH =117 J/g). 

Exemple 2 : Preparation de copolvmeres a blocs selon rinvention par 
voie anionique 

25 

Le protocole experimental est le meme que celui decrit pour I'exemple L 
Les reactifs suivants ont ete utilises : 

Solvant : THF 100 ml 
30 Oxyde d'ethylene (OE) : 3 g 

Amorceur : diphenylmethyle potassium (0.25 N/THF) : 3 ml 
MM 2. L2 : soit 2 ml ou soit 3,2 ml 



wo 99/38898 



12 



PCT/FR99/00185 



Le POE synthetise a une masse molaire de 3.600 g/mol (LP = 1.12). 

L'ajout de la seconde sequence a temperature ambiante conduit a un 
copolymere de masse molaire finale de 5.900 g/mol (pour 2 ml de monomere 
ajoute) et 9.300 g/mol (pour 3,2 ml de monomere ajoute), c'est a dire ayant 
5 incorpore respectivement 10 et 25 motifs MM 2.1.2, ce qui correspond a une 
masse molaire totale pour le PMM 2.1.2 de 2.300 et 5.750 g/mol respectivement. 

L'analyse thermique du copolymere permet de mettre en evidence la 
temperature de transition vitreuse du copolymere qui est respectivement de -18° C 
pour le premier copolymere et 6''C pour le second copolymere, ainsi que le pic de 
10 fusion aux temperatures respectives de 33° C et 39°C (AH de 53 et 63 J/g). 

Example 2A : Preparation d'un copolymere a blocs selon rinvention 
par voie anionique 

15 Dans cet exemple, on a prepare un copolymere selon Tinvention dont la 

sequence hydrophobe est formee d'un copolymere statistique constitue d'unites 
differentes. 

Le protocole experimental est le meme que celui decrit pour les exemples 1 

20 et 2. 

Les reactifs suivants ont ete utilises : 

Solvanf.THF, 100 ml 
Oxyde d'ethylene (OE) : 4 g 
25 Amorceur : diphenylmethylpotassium (0,35M/THF) ; 2,9 ml 

MM 2.1.2 : 1,5 ml 
MM 3.3 : 3 ml. 

Le POE synthetise de maniere deja decrite dans les exemples precedents a 
30 une masse molaire de 1 1 .000 g/mol (LP = 1 , 1 1 ). 

Le melange des deux monomeres (MM 2.1.2 et MM 3.3) fraichement 
degazes sous vide est alors rapidement rajoute a temperature ambiante sur la 
fonction alcoolate du bloc POE. 

Apres desactivation, le copolymere est precipite dans Tether diethylique. 
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On le separe de la solution etheree par centrifugation. 

Les analyses RMN et GPC indiquent un pourcentage massique respectif de 
23,6 % pour le MM 2. 1 .2 (25 motifs) et 30,6 % pour le MM 3.3 (36 motifs). 

L'analyse thermique de ce copolymere met en evidence la temperature de 
5 fusion du POE a 58°C (AH = 61 J/g) et une seule temperature de transition 
vitreuse a 1 l^C. 



Exemple 2B : Preparation de copolvmeres a blocs selon T invention par 
voie anionique 

10 

Le protocole experimental est similaire a celui decrit pour I'exemple 2A. 
Les reactifs siuvants ont ete utilises : 



Solvant :THF, 150 ml 
15 Oxyde d'ethylene (OE) : 3 g 

Amorceur : diphenylmethylpotassium (0,35M/THF) : 3 ml 
Monomeres hydrophobes : MM 2.1.2 : 2 ml et MM 3.3 : 1 nal 

ou MM 2.1.2 : 2 ml et MM 3.3 :2 ml 



20 La premiere sequence synthetisee, le POE, a une masse molaire de 

9.500 g/mol (LP= 1.03). 

Le melange des deux monomeres est rajoute sur la fonction alcoolate du 

POE. 

Apres precipitation et recuperation du copolymere, sa composition fmale est 
25 determinee par analyse RMN. 

Dans le cas du melange (MM 2.L2/MM 3.3 ; 2/1), le pourcentage massique 
en MM 2.1.2 incorpore est de 32.2 % (27 motifs) et celui de MM 3.3 est de 19,4 
% (19 motifs). 

Dans le cas du melange (MM 2.1.2/MM 3.3 ; 2/2), le pourcentage massique 
30 en MM 2.1.2 incorpore est de 29,6 % (29 motifs) et de 27,6 % en MM 3.3 (30 
motifs). 
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Exemple 2C : Preparation d'un copolvmere a blocs selo n rinvention 
par voie anionique 

Le protocole experimental est le meme que celui decrit pour les exemples 1 

5 et2. 

Les reactifs suivants ont ete utilises : 

Solvant : THF 100 ml 
Oxyde d'ethylene (OE) : 3 g 
10 Amorceur : diphenylmethylpotassium (0,32M>THF) : 2,7 ml 

MM 2.3.2 : 2 ml 

Le POE, synthetise de maniere classique a une masse molaire de 
3.500 g/mol (LP= 1,10). 
15 L'ajout du second monomere, prealablement dilue dans quelques ml de THF 

anhydre, est alors rapidement ajoute sur Talcoolate a temperature ambiante et 
conduit a un copolymere incorporant 5 motifs MM 2.3.2 correspondant a une 
masse molaire pour le PMM 2.3.2 de 1.290 g/mol. 

20 Exemple 2D : Preparation de copolvmeres a blocs selon rinvention par 

voie anionique 

Le protocole experimental est le meme que celui decrit pour les exemples 
2A et 2B. 

25 Les reactifs suivants ont ete utilises : 

Solvant : THF 100 ml 
Oxyde d'ethylene (OE) : 4 g 

Amorceur : diphenylmethylpotassium (0,4M/THF) : 2,5 ml 
30 MM 2.1.2: 1,5 ml 

MM 2.3.2 : 2 ml 

Le POE, synthetise de maniere deja decrite dans les exemples precedents a 
une masse molaire de 1 1.000 g/mol (LP =1,11). 
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Le melange des deux monomeres (MM 2.1.2 ET MM 2.3.2) fraichement 
degazes sous vide est alors rapidement rajoute a temperature ambiante sur la 
fonction alcoolate du bloc POE. 

Apres desactivation, le copolymere est precipite dans Tether diethylique. 
5 Les analyses RMN et GPC indiquent un pourcentage massique respectif de 

7 % pour le MM 2.1.2 (4 motifs) et 13 % pour le MM 2.3.2 (7 motifs). 

Exemple 3 ; Preparation d'un copolvmere a blocs selon rinvention par 
vole anionique 

10 

Un copolymere POE-PMM 2.1.2 a ete obtenu par reamor9age d'un 
precurseur POE preforme de longueur determinee, puis par reaction de I'alcoolate 
obtenu sur le methylidene malonate, par la mise en oeuvre du protocole suivant : 
Du PEG monohydroxyie (PEG monomethylether ALDRICH Mn = 2.000 
15 g/mol : 1.2 g) est seche sous vide pousse dans un reacteur de polymerisation 
raccorde a la rampe a vide. 

100 ml de THF anhydre sont cryodistilles sur le poly mere place a - 70"* C. 
La temperature est alors remontee progressivement a 20° C pour permettre 
la solubilisation du polymere. 
20 La juste quantite de derive organometallique (Diphenylhexyllithium (0.056 

M dans le THF) : 10.7 ml) est alors ajoutee goutte h goutte par rintermediaire d'un 
septum dans le reacteur. 

La solution se decolore presque instantanement et apres I'ajout, la solution 
est jaune pale et atteste de la presence d'anions d'alcoolates. 
25 Apres 3 heures de reaction, le MM 2.1.2 (3,7 g) fraichement degaze sous 

vide et dilue dans 10 ml de THF anhydre est ajoute rapidement dans le reacteur a 
temperature ambiante. Le milieu se decolore en quelques secondes. 

Apres 5 heures de polymerisation, le copolymere est termine par ajout de 
5 ml de methanol. Le milieu reactionnel est concentre puis le polymere est 
30 recupere apres precipitation dans Tether, lavage a Tether et sechage sous vide. 
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Exemple 3A : Preparation d'un copolvmere a blocs selon rinvention 
par voie anionique 

Un copolymere tribloc PMM 2.L2-POE-PMM 2.1.2 a ete obtenu par 
5 reamor^age d'un precurseur POE dihydroxyle de masse molaire predeterminee, 
puis par reaction du dialcoolate obtenu sur le methylidene malonate, par ia mise 
en oeuvre d'un protocole analogue a celui de Texemple 3. 

Les reactifs suivants ont ete utilises : 

10 Solvant :THF, 100 ml 

POE dihydroxyle (Fluka) 2.000 g/mol : 2 g 

Amorceur : diphenylhexyllithium (0,145M/THF) : 13,8 ml 

MM 2.1.2 :3 ml. 

15 La quantite d'organolithien ajoute permet la metallation des deux extremites 

hydroxylees du POE et de ce fait, Tamorgage puis la polymerisation de la 
sequence MM 2.1.2 de part et d'autre de la sequence hydrophile. 

5 heures apres Tajout du MM 2.1.2, le copolymere est termine par 
introduction de 5 ml de methanol dans le milieu reactionnel. Apres concentration 
20 de ce dernier, le copolymere est recupere par reprecipitation dans Tether. 

La composition finale en MM 2.1.2 est de 81,6 % en masse dans le 
copolymere, soit une succession de 19 motifs MM 2.1.2, 45 motifs OE puis de 
nouveau 19 motifs MM 2.1.2. 

25 Exemple 4 ; Preparation d*un copolvmere a blocs selon rinvention par 

reaction de couplage 

Un copolymere a blocs selon rinvention a ete obtenu par reaction de 
couplage entre un homopolymere oxyethylene fonctionnalise en oc par un 
30 groupement carboxy (Mn = 5.000 g/mol) et un homopolymere du MM 2.1.2 
fonctionnalise en a par un groupement hydroxy. 

La terminaison OH de la sequence PMM 2.1.2 a hydroxy fonctionnalisee 
pent etre obtenue : 
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- soil par la synthese du polymere en milieu aqueux (voir Lescure F. et al ; 
Pharmaceutical Research, 11, 9, 1270-1276, 1994) ; 

- soit par I'utilisation d'une solution aqueuse de soude comma amorceur de la 
polymerisation du MM 2.1.2 en milieu THF ou acetone, 

5 Un equivalent de chacun des homopolymeres est solubilise dans du 

dichloromethane ; on ajoute ensuite un equivalent de DCCI et 0,3 equivalent de 
DMAP en solution dans le dichloromethane. 

Apres 10 heures de reaction a temperature ambiante, le trouble 
caracteristique de la dicyclohexyluree (DCHU) est elimine par filtration. 
10 Le melange est ensuite lave a I'acide (elimination de la DCHU residuelle et 

de la DMAP) puis neutralise avec une solution de carbonate de sodium. 

Le copolymere s'obtient ensuite par precipitation dans Teau, non solvant de 
la sequence majoritaire a savoir le PMM 2.1.2. 



15 Exemple 5 : Preparation d'un copolymere grefTe selon rinve ntion par 

voie radicalaire 

Un copolymere greffe selon I'invention a ete obtenu a partir des deux 
homopolymeres suivanis : 

20 

- PEG monomethylether ALDRICH (Mn = 2.000 g/mol) : 0,1 g 

- PMM 2.L2 (Mn = 30.000 g/mol) : 0.27 g 



en suivant le protocole experimental decrit ci-apres. 

25 

Les deux homopolymeres sees sont dissous dans le toluene. 
Le melange est degaze sous azote et porte a 60°C. 

Le catalyseur (sel de l-hexanol, 2-ethyl, titanate (4+), Tyzor TOT (Du 
Pont)) dilue dans un peu de toluene est alors ajoute au milieu reactionnel. 
30 La synthese se poursuit pendant 12 heures a 60°C. 

Le brut de reaction est ensuite concentre puis reprecipite dans Teau pour 
separer le copolymere et le PMM 2. 1.2 non transesterifi6 du PEG non fixe. 
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Exemple 6 ; Preparation d'un copolvmere greffe selon rinvention par 
voie radicalaire 

Un copolymere greffe selon I'invention a ete obtenu a partir des deux 
5 produits suivants : 

- PEG methacrylate (macromonomere), Mn = 2.000 g/mol : 0,71 g 
-MM 2.1.2: 0.62 g 

10 Dans un ballon tricol sont introduils les deux comonomeres ainsi que le 

solvant (THF, 30 ml). 

L'ensemble est chauffe a 40°C, 

L'amorceur (percarbonate de cyclohexyle (1 % molaire par rapport au total 
des monomeres engages)) est ensuite introduit en solution dans du THF. 
15 La synthese se poursuit 18 heures a 40°C. 

Le solvant de reaction est evapore et le copolymere forme est encore en 
melange avec une fraction de macromonomere residuel. 

L'obtention effective de copolymere peut etre mise en evidence par la 
technique de chromatographie par permeation de gel et par la formation de 
20 micelles en milieu aqueux. 

Exemple 6A ; Preparation d'un copolvmere greffe selon rinvention par 
transesterification 

25 Un copolymere a structure greffe PMM 2.1.2 - POE a 6t6 obtenu par 

transesterification d'un poly(oxyethylene) monomethylether sur les chaines 
laterales esters d'un poly(methylidene malonate) pre-synthetise. 
Les reactifs suivants ont ete utilises : 

30 Solvant : THF, 150 ml 

PMM 2.1.2 (Mn = 30.000 g/mol) : 2 g 

Amorceur : diphenylhexyllithium (0,02M/THF) : 3,3 ml 

POE monomethylether Mn = 2.000 g/mol : 0,15 g 
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Le protocole suivant a ete mis en oeuvre. 

Le THF est fraichement cryodistille dans le reacteur de polymerisation a - 

70°C. 

Le diphenylhexyllithium est ensuite introduit et on laisse remonter la 
5 temperature a environ IS^^C. 

Le POE monomethylether est alors ajoute. La decoloration de I'amorceur, 
rouge sombre au depart est immediate. 

Le PMM 2.1.2, synthetise par voie anionique dans le THF a - lO^'C et en 
utilisant egalemeni le diphenylhexyllithium comme amorceur est alors introduit 
10 dans le reacteur ou se trouve I'alcoolate. 

Apres 3 heures de reaction, la polymerisation est stoppee par ajout de 1 ml 
de methanol et le polymere est recupere apres evaporation sous vide du solvant de 
reaction. 

15 Exemple 7 : Utilisation des copolvmeres selon rinvention pour 

robtention de micelles dans Teau 

Obtention de micelles dans I'eau apres dialyse d'une solution de 
copolymeres dans un melange initial THF/MeOH/Hp de composition 2/1/1 en 
20 volume. 

Cet exemple a pour but de mettre en evidence les proprietes tensio-actives 
des copolymeres POE-PMM 2.1.2 dans I'eau, par formation de micelles qui par 
elles-memes peuvent constituer des vecteurs de principe actif. 

25 

La dialyse est realisee a travers une membrane (SPECTRA POR ref 132 
638, porosite 1.000 Daltons) ne permettant qu'un echange de solvant mais evitant 
que le copolymere ne la traverse. La dialyse conduit a un enrichissement 
progressif en eau a I'interieur du volume delimitee par la membrane. 



30 
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La taille des micelles obtenues est donnee au tableau suivant : 



Copolymeres (*) 
nb unite OE/nb unite MM 212 


Concentration 
de la solution 
dial y see (g/1) 


Diametre moyen en unite de poids 
(Dw) et deviation standard (SD) 
(exprimes en nm) 


OE 84 -MM 13 


3.5 


Dw = 36.5 ±0.4 SD = 7 


OE 84 -MM 23 


4.5 


Dw = 40.6 ±0.1 SD = 5 


OE 114 -MM 13 


4.0 


Dw = 33.8 ±1.4 SD=12 


OE114-MM8 


6.8 


Dw = 80.2 + 3.2 SD = 24 



(*) : les copolymeres sont obtenus selon le precede decrit dans les exemples 1 et 2 
OEx.MMy = copolymere possedant x motifs OE et y motifs MM 2.1.2 

5 

Exemple 8 : Utilisation des copolymeres selon rinvention par ia 
stabilisation d'une emulsion eau-dans-huile (E/H) 

Des emulsions sont realisees en ajoutant 1 ml d'eau dans une solution de 
10 10 ml d'acetate d'ethyle contenant une quantite predeterminee de copolymere. 

Le melange est emulsifie durant 5 minutes a I'aide d'un Ultra Turrax JANKE 
& KUNKEL T25 a la vitesse de 13.000 tr/mn. 

La stabilite des emulsions est evaluee visuellement et a Taide d'un dispositif 
optique de type TURBISCAN MA LOOO. 
15 Un exemple de comparaison est realisee en utilisant un polymere de type 

PLURONIC®. 



20 



25 
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Les caracteristiques des emulsions sont rassemblees dans le tableau ci- 
dessous : 



Copolymeres* etudies 


% POE 
massique 


HLB selon 
GRIFFIN** 


Duree de sedimentation 
de I'emulsion (heures) 


PLURONIC F68 (ref) 


80 


16 


24 


OE91 - MM 3 


85.3 


17 


40 


OE114-MM 10 


68.5 


14 


50 


OE 114-MM 13 


62.6 


12.5 


170 


OE84-MM 13 


55.3 


11 


400 


OE 84 - MM 23 


41.1 


8 


>450 



(**) : Relation empirique de GRIFFIN (1954) : HLB = 20 (poids moleculaire des 
fonctions hydrophiles) / (poids moleculaire total). 
5 (*) : OEx.MMy = copolymere possedant x motifs OE et y motifs MM 2.1.2 

Exemple 9 : Mesure de tension superficielle de solution aqueuse de 
copolvmeres PMM212-POE 

10 Dans le but de verifier le caractere tensioactif des copolymeres synthetises, 

des mesures de tension superficielle sont realisees sur des solutions aqueuses de 
copolymeres de concentration 10 g/1, obtenues par dissolution directe du 
copolymere dans I'eau. Les solutions sont laissees au repos 12 heures avant d'etre 
etudiees. 

15 Les mesures ont ete realisees a 20''C, a I'aide d'un appareil TENSIMAT® n3 

(Prolabo) en utilisant une lame de platine 



Solution 


Tension superficielle (mN/m) 


Eau pure 


72 


Pluronic F68 


46 


OE 114-MM 13* 


44 


OE84-MM 13* 


40 


OE 84-MM 23* 


41 



(*) : nb unite OE/nb unite MM212. Les copolymeres sont obtenus selon le procede 



decrit dans les exemples 1 et 2. 
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Exemple 10 

5 Des calculs d'energies superficielles de films de copolymeres, deposes sur 

une lame de verre, ont ete effectues par mouillabilite (methode de la goutte posee) 
avec un appareil NFT Communication (MONTS, France), par mesure d'angle de 
contact O de liquides (eau pure, Prolabo, ethylene glycol, formamide, glycerol, 
diiodomethane et le bromo-l-naphtalene, Sigma- Aldrich) de tension superficielle 
10 connue. 



Les resultats obtenus sont compares a ceux d'un film de materiau 
hydrophobe, le PMM 2,L2. 



Materiau* 


7 dispersive (V*) 


Ypolaire (V) 


PMM 2.1.2 


39 


4,5 


OE 84 -MM 13 


39 


11 


OE 114 -MM 10 


41 


13 


OE91 - MM 3 


42 


13 



15 (*) ; OEx-MMy : copolymere possedant x motifs OE et y motifs MM 2.1.2 

II peut etre constate que la composante de I'energie superficielle 
caracteristique de I'hydrophilie, augmente avec le pourcentage en OE dans les 
differents copolymeres. 

20 

Exemple 11 

Dans le but de verifier le caractere inhibiteur ^adsorption de biomolecules 
ou de cellules des copolymeres selon Tinvention des calculs d'6nergie superficielle 
25 par mouillabilite (methode de la goutte posee) avec un appareil NFT 
Conmiunication (Monts, France) ont ete realises sur des films sees de 
copolymeres seuls et apres avoir ete mis en contact de solutions aqueuses de 
biomolecules (Chicken egg ovalbumine, Aldrich). 
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A chaque fois, une comparaison avec un materiau hydrophobe, le 
PMM 2.1.2 est realisee : 





Copolvmeres seuls 


Copolymeres en presence d'ovalbumine 


Materiau* 


Y dispersive i'f) 


Y polaire (V) 


Y dispersive 


Y polaire 


PMM 2.1,2 


39 


4,5 


40 


15 


OE 84 -MM 13 


39 


11 


40 


12 


OE 114 -MM 10 


41 


13 


42 


10 


OE91 - MM 3 


42 


13 


41 


11 



5 (*) : OEx-MMy : copolymere possedant x motifs OE et y motifs MM 2. 1 .2 

On constate que Taugmentation du pourcentage d'oxyde d'ethylene diminue 
les variations des valeurs des composantes de I'energie superficielle mesuree en 
presence et en absence d'ovalbumine. Le taux d'adsorption des biomolecules sur le 
10 film de copolymere est alors plus faible. 

Exemple 12 : Utilisation des copolvmeres selon rinvention pour 
robtention de nanoparticules dans Teau 

15 Les proprietes tensioactives des copolymeres selon I'invention sont ici mises 

a profit pour permettre la stabilisation de particules de PMM 2.1.2 hydrophobes de 
dimension nanometrique en milieu aqueux. Les nanoparticules sont obtenues par 
dispersion de 200 mg de polymere PMM 2.1.2 dissous dans 2 ml d'acetone dans 
un milieu aqueux (10 ml, eau distille) contenant le copolymere POE-PMM 2.1.2 

20 (36 % massique en MM 2. 1 .2) sous bonne agitation. 

Les diametres moyens des particules ont ete determines a I'aide d'un 
appareillage Coultronics de type Coulter N4, ? 20''C. 



25 
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Les resultats obtenus sont les suivants 



% en PMM 2.1.2 - POE* 


Diametre moyen des particules (nm) 


0,5 


161 +/- 40 


1 


220 +/- 60 


2 


240 +/- 70 



10 



(*) : exprime en g pour 100 ml de phase aqueuse 

Ces resultats montrent que les copolymeres conformes a Tinvention 
presentent des proprietes tensioactives qui leur permettent de stabiliser une 
suspension de nanoparticules dans Teau en I'absence de tout autre tensioactif ou 
coUoide protecteur. 

Exemple 13A : Formulation de nanoparticules de PMM 2.1.2 stabilisees 
par un copolvmere PMM 2.1.2 * POE selon Tinvention chargees en 
cvclosporine A 

15 Le protocole experimental suivant a ete mis en oeuvre : 

Milieu de polymerisation : Eau osmosee pH 6.3 = 5 ml 

Phase acetonique : -MM 2. L2 = 50 mg 

20 -PMM 2. 1 .2-POE = 1 00 mg 

-Acetone = 1ml 

Cyclosporine A : 5 mg de cyclosporine non radiomarquee 

(froide)/500 pi ethanol et cyclosporine A 
25 tritiee (4,4 pCi) 



On disperse la phase ac6tonique dans I'eau sous agitation magnetique (1.000 
tpm). 30 min apres le debut de la polymerisation, on ajoute le melange 
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cyclosporine A froide/cyclosporine A chaude (radiomarquee). La duree de la 
polymerisation est de 18 heures. 

Le diametre moyen des particules mesure au moyen d'un appareil Nanosizer 
(Coultronics, France) est de 206 nm +/- 41 nm (moyenne de 3 mesures). 
5 La determination du taux de fixation de la cyclosporine A est realisee de la 

maniere suivante : 

- Methode : comptage en scintillation liquide (Compteur Beckman LS 6000 

TA). 

10 - Liquide de scintillation : Ultima Gold* (Packard). 

- Ultracentrifugation de 1 ml de la suspension a 140.000 g pendant 45 min. 

- Mesure de la radioactivite dans 200 pi de sumageant et 200 |j1 de 
suspension totale. 

15 Le taux de fixation de la cyclosporine A ainsi mesure correspondant au 

pourcentage de principe actif retrouve dans les nanoparticules par rapport a la 
quantite initialement introduite est de 50 % +/- 3 %. 

Exemple 13B : Formulation de nanoparticules de PMM 2>1.2 stabilisees 
20 par un copolvmere PMM 2A.2 • POE selon rinvention chargees en 
doxorubicine 



Le protocole experimental suivant a ete mis en oeuvre : 



Milieu de polymerisation : 



Phase acetonique : 



Eau osmosee pH 6.3 = 5 ml 
doxorubicine = 4 mg 

-MM 2.1.2 = 50 mg 
-PMM 2.L2-POE =100 mg 
-Acetone = 1ml 



On dissout de la doxorubicine dans Teau. Ensuite, on disperse la phase 
acetonique dans la phase aqueuse sous agitation magnetique (1.000 tpm). La duree 
de la polymerisation est de 18 heures. 
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Le diametre moyen des particules mesure au moyen d'un appareil Nanosizer 
(Coultronics, France) est de 179 nm +/- 28 nm (moyenne de 3 mesures). 

La determination du taux d'encapsulation de la doxorubicine est realisee de 
la maniere suivante : 

5 

- Methode : HPLC ; colonne C18 ; Phase mobile : Methanol / Acetate 
d'ethyle / Acide acetique : 70 : 28,7 : 1,3. 

- Ultracentrifugation de 1 ml de la suspension a 140.000 g pendant 45 min. 

- Determination de la concentration en doxorubicine dans la suspension 
10 totale et dans le sumageant. 



15 



Le taux d'encapsulation de la doxorubicine ainsi mesure correspondant au 
pourcentage de principe actif retrouve dans les nanoparticules par rapport a la 
quantite initialement introduite est de 43 %. 

Exemple 13C : Formulation de nanoparticules de PMM 2.1,2 stabilisees 
par un copolvmere PMM 2.1.2 - POE selon I'invention chargees en conpugue 
Peptide V3/Ovalbumine 

20 Le protocoie experimental suivant a ete mis en oeuvre : 



Milieu de polymerisation : Eau osmosee pH 6.3 = 5 ml 

Peptide V3/Ovalbumine = 1,15 mg et 0,6 mg 
respectivement 

25 

Phase acetonique : -MM 2.1.2 = 50 mg 

-PMM 2. 1 .2-POE =100 mg 
-Acetone = 1ml 



30 Le conjugue Peptide V3/Ovalbumine est re^u sous forme de suspension 

aqueuse dans du PBS a la concentration de 2,3 mg de peptide et 1,2 mg 
d'ovalbumine par ml de suspension. La concentration du conjugue dans la 
suspension de nanoparticules est done de 0,23 mg de peptide V3 et 0,12 mg 
d'ovalbumine par ml. 



WO 99/38898 PCT/FR99/001 85 

27 



On additionne la phase acetonique dans la phase aqueuse sous agitation 
magnetique (1.000 tpm). La duree de la polymerisation est de 18 heures. 

Le diametre moyen des particules mesure au moyen d'un appareil Nanosizer 
(Coultronics, France) est de 161 nm +/- 19 nm (moyenne de 3 mesures). 
5 La detennination du taux d'encapsulation du conjugue Peptide 

V3/Ovalbumine est realisee de la maniere suivante : 

- Methode : HPLC en gradient sur colonne C18 apres degradation des 
nanoparticules et analyse des acides amines. Phase mobile A ; CH^COONa 0,05M 

10 pH 5,1 ; Phase mobile B : Acetonitrile/Eau (60:40) ; Detecteur UV : X, = 254 nm. 

- Ultracentrifugation de 1 ml de la suspension a 140,000 g pendant 45 min. 

- HPLC sur le residu de degradation de la suspension totale et du 
sumageant. 

15 Le taux d'encapsulation du conjugue Peptide V3/Ovalbumine ainsi mesure 

correspondant au pourcentage de principe actif retrouve dans les nanoparticules 
par rapport a la quantite initialement introduite est de 48 % +/- 3 %. 

Conclusion generale 

20 Les nanoparticules de PMM 2.1.2 peuvent ainsi etre obtenues dans de Teau 

osmosee pH 6,3, stabilisee par au minimum 2 % de copolymere PMM 2.1.2 - 
POE. Dans ces conditions operatoires, les principes actifs testes que sont la 
cyclosporine A, la doxorubicine et le conjugue peptide V3/Ovalbumine ont pu etre 
encapsules. 

25 
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REVENDICATIONS 

1 . Copolymeres biocompatibles du type compoitant au moins une 
sequence presentant un caractere hydrophile et au moins une sequence presentant 

5 un caractere hydrophobe, caracterises en ce que ladite sequence a caractere 
hydrophobe est formee : 

- soit d'un homopolymere constitue d'unites recurrentes repondant a la formule 
generale (I) suivante : 

. COOR, 

— GH2 C 

000 (CHg),— COOR2 

10 

dans laquelie : 

- R, represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ou un 
groupe (CH,)^ - COOR3 dans lequel m est un nombre entier compris entre 1 et 
5 et R3 represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; 

15 - R^ represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 5 ; 

- soit d'un copolymere statistique constitue d'unites recurrentes differentes 
repondant a la formule (I) telle que defmie precedemment ; 

- soit enfin d'un copolymere statistique majoritairement constitue d'unites 
20 repondant a la formule (I) telle que defmie precedemment. 

2. Copolymeres selon la revendication 1, caracterises en ce que la sequence 
a caractere hydrophobe precitee est constituee d^unites recurrentes repondant a la 
formule generale (I) precitee dans laquelie : 

R, represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; 
25 R, represente un groupe alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone ; et 

n est un nombre egal a 1 . 

3. Copolymeres selon la revendication 1, caracterises en ce que la sequence a 
caractere hydrophobe precitee est constituee d'unites recurrentes repondant a la 
formule : 
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COOCH2CH3 



— CH2 C 



COO — CHg— COOCH2CH3 



4. Copoly meres selon Tune des revendications 1 a 3, caracterises en ce que 
la sequence a caractere hydrophile precitee est choisie parmi un 

5 poly(oxyethylene), un poly(alcoolvinylique), une poly(vinylpyrrolidone), un 
poly(N-2 hydroxypropyl methacrylamide), un poly(hydroxyethylmethacrylate), un 
poly(amino acide) hydrophile tel qu'une polylysine, un polysaccharide. 

5. Copoly meres selon Tune des revendications 1 a 4, caracterises en ce 
qu'ils presentent une structure a blocs, de preference di-blocs ou tri-blocs, ou une 

1 0 structure gref fee . 

6. Copolymeres selon Tune des revendications 1 a 5, caracterises en ce 
qu'ils presentent une teneur ponderale en sequence a caractere hydrophobe 
comprise entre 5 et 95 %, de preference entre 10 et 90 %. 



15 la masse molaire totale des sequences a caractere hydrophobe est comprise entre 
1.000 et 80.000 g/mol, et de preference entre 1.000 et 50.000 g/mol. 

8. Utilisation des copolymeres selon Tune quelconque des revendications 1 
a 7 pour la preparation de systemes micellaires, d'emulsions, pour la preparation 
ou la stabilisation de nano particules, ou pour I'encapsulation de substances 

20 actives. 

9. Utilisation des copolymeres selon Tune quelconque des revendications 1 
a 7 comme agents de traitement de surface de mat6riaux ou de biomateriaux en 
particulier pour conferer par ancrage desdits copolymeres un caractere hydrophile 
aux surfaces traitees. 

25 10. Utilisation des copolymeres selon Tune quelconque des revendications 

1 a 7 comme agents de traitement de surface de materiaux ou de biomateriaux 
susceptibles d'entrer en contact avec des tissus animaux, des cellules ou des 
biomolecules, en particulier pour minimiser 1' adhesion interfaciale avec lesdits 
tissus animaux, cellules ou biomolecules. 



7. Copolymeres selon Tune des revendications 1^6, caracterises en ce que 
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